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Abstract
AIM: To prepare polylactic acid-O-carboxyme-
thylated chitosan (PLA-O-CMC) nanoparticles 
and evaluate their influences on the morphology 
and functions of cultured porcine hepatocytes.

METHODS: PLA-O-CMC nanoparticles were 
prepared from PLA and O-CMC by ultrasonic 
method. The nanoparticles were characterized 
by atomic force microscopy and X-ray photoelec-
tron spectrometry. Isolated porcine hepatocytes 
were divided into two groups: commonly cultur-
ing group and nanomaterial group (co-culturing 
hepatocytes with PLA-O-CMC nanoparticles). 
The morphology and functions of the cultured 

hepatocytes were observed within 1 wk.

RESULTS: PLA-O-CMC nanoparticles were 
successfully prepared, and the diameter was 
300-500 nm under atomic force microscope. 
X-ray photoelectron spectrometry showed that 
the proportions of C, O, and N element were 
72.51%, 23.69%, and 3.80%, respectively. The 
hepatocytes lost their features of polygons after 
common culture for 48 h. However, after co-cul-
ture with PLA-O-CMC nanoparticles, the hepa-
tocytes clustered into conglobulations, and most 
of them restored their cell polarities, shaping as 
typical polygons. After culture for 1, 3, and 5 d, 
the content of albumin (ALB) was significantly 
higher in nanomaterial group than that in com-
monly culturing group (3.53 ± 0.052, 3.48 ± 0.075, 
3.57 ± 0.137 g/L vs 3.10 ± 0.179, 3.17 ± 0.186, 3.10 
± 0.219 g/L, all P < 0.05), while on day 3, 5 and 7, 
the level of alanine aminotransferase (ALT) was 
markedly lower (15.33 ± 13.05, 8.84 ± 8.87, 7.00 ± 
5.22 nkat/L vs 24.17 ± 20.35, 16.17 ± 27.49, 15.50 
± 11.95 nkat/L, all P < 0.05). From day 3 to 7, the 
content of supernant blood urea nitrogen (BUN) 
was higher in nanomaterial group than that in  
commonly culturing group, but there was no 
significant difference (P > 0.05).

CONCLUSION: PLA-O-CMC nanoparticles are 
successfully prepared, and can be used in the 
culture of hepatocytes.
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摘要
目的: 制备聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子
并探讨其对培养猪肝细胞形态和功能的影响. 
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■背景资料
肝细胞移植有望
成为急性肝衰竭
治疗的一种有效
手段. 但如何提高
移植肝细胞的活
性和降低免疫排
斥反应是急需解
决的两大问题. 移
植肝细胞有多种
来源, 但除动物肝
细胞外, 其他种类
肝细胞的研究尚
不成熟. 猪肝细胞
因其生物功能与
人类肝细胞的接
近性及易于获得
而在肝细胞移植
实验和临床研究
中受到重视. 探索
高活性培养肝细
胞的方法仍是目
前肝脏组织工程
研究的重要内容
之一.
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方法: 以聚乳酸和O-羧甲基壳聚糖为基质材
料, 采用超声波法制备了聚乳酸-O-羧甲基壳
聚糖纳米粒子, 用原子力显微镜对其进行了物
理表征, 用X射线光电子光谱法对其表面的化
学结构进行了表征. 用聚乳酸-O-羧甲基壳聚
糖纳米粒子进行原代猪肝细胞培养, 并以普通
培养作为对照组. 观察培养后1 wk内肝细胞的
形态和功能变化. 

结果: 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子制
备成功, 原子力显微镜下其直径300-500 nm. 
经过XPS光谱分析显示, C, O, N的比例分别
为72.51%, 23.69%, 3.80%. 普通培养的肝细
胞, 48 h后逐渐失去多边形特征. 而与PLA-O-
CMC共培养48 h后, 肝细胞形成细胞黏附聚
集的球形体, 大部分肝细胞重建细胞极性, 呈
现较典型、均匀的多边形形态特征. 培养后
24 h, 3 d和5 d时, 纳米细胞培养组ALB含量高
于普通培养组(3.53±0.052, 3.48±0.075, 3.57
±0.137 g/L vs  3.10±0.179, 3.17±0.186, 3.10
±0.219 g/L, 均P <0.05); 3, 5, 7 d时, 纳米细
胞培养组ALT水平明显低于普通组(15.33±
13.05, 8.84±8.87, 7.00±5.22 nkat/L vs  24.17
±20.35, 16.17±27.49, 15.50±11.95 nkat/L, 
均P <0.05), 而BUN含量虽然有所升高, 但是不
显著(P >0.05).

结论: 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖纳米粒子是肝
细胞培养的良好材料.

关键词: 聚乳酸-O-羧甲基壳聚糖; 纳米材料; 肝细

胞; 培养; 肝细胞移植
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0  引言

急性肝衰竭(acute liver failure, ALF)是各种肝

脏疾病特别是病毒性肝炎的主要死因之一. 肝
细胞移植可以起到一定的肝功能支持作用. 由
于其具有操作简单、对机体生理环境干扰小、

供体来源广泛等优点, 已引起了众多研究者的

广泛关注[1-3]. 然而, 如何提高移植肝细胞的活

性和降低免疫排斥反应是急需解决的两大问

题. 纳米材料因其结构特点, 可促进肝细胞的生

长[4-6]. 为此, 我们制备了聚乳酸-O-羧甲基壳聚

糖(polylatic acid-O-carboxymethylated chitosan, 
PLA-O-CMC)纳米粒子并应用该材料对猪肝细
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胞进行了体外培养, 观察培养后肝细胞的形态

和功能. 

1  材料和方法

1.1 材料 中国实验用小型猪, 雌雄不限, 体质量

2-4 kg, 由南通大学动物实验中心提供. 聚乳

酸(polylatic acid, PLA)、新生牛血清购自美国

Sigma公司. O-羧甲基壳聚糖(O-carboxymethy-
lated chitosan, O-CMC)自制. RPMI 1640培养

基、胶原酶Ⅳ、表皮细胞生长因子、肝细胞

生长因子购自Gibco公司. 24孔细胞培养板购自

晶美生物工程有限公司. 其他试剂为国产分析

纯. JY92-2D型超声均质仪购自宁波新芝生物

科技股份有限公司. 恒温水浴箱购自上海医疗

器械厂. Avanti J-25型高速离心机、低温超速

离心机购自美国Beckman Coulter公司产品. 超
净工作台购自苏州净化设备厂. 全自动生化分

析仪(Vitros 250)购自美国强生公司. CO2培养

箱购自美国Shellab公司. 倒置显微镜购自日本

Olympus公司. 真空冷冻浓缩仪购自丹麦Heto公
司. CSPM3000原子力显微镜为中科院本原纳米

仪器有限公司产品.
1.2 方法 

1.2.1 PLA-O-CMC纳米粒子的制备 将10 mL浓
度为0.3 g/L PLA二氯甲烷溶液10 mL和1.5 g/L 
O-C M C溶液10 m L在超声情况下充分反应

25 min, 待其中的有机溶剂挥发完全后得到乳

光较重的均匀悬浊液. 将此悬浊液先以2000 r/
min低速离心5 min, 取上清液以14 000 r/min高
速离心10 min, 得到部分白色沉淀, 吸去部分上

清液, 将沉淀冷冻抽干取出并置于紫外灯下照

射12 h, 消毒后备用. 
1.2.2 猪肝细胞的分离和培养 采用原位胶原酶

循环肝灌注法分离猪肝细胞 [7-10]. 将分离所得

肝细胞分为两组进行培养: (1)普通培养组将

肝细胞以5×108个 /L的密度接种到培养板上

(1 mL/孔), 置于37℃, 50 mL/L CO2条件下静置

培养12 h内, 每30 min摇动1次, 每次持续5 min, 
以利于细胞集聚形成球形体. (2)纳米材料培养

组: 将肝细胞以5×108个/L与40 mg/L的PLA-O-
CMC纳米粒子相混合接种到培养板上(1 mL/
孔), 置于37℃, 50 mL/L CO2条件下静置培养

12 h内每30 min震动1次, 每次持续5 min, 以促

进纳米材料与肝细胞的结合, 且有利于细胞集

聚形成球形体. 冻干后得到的PLA-O-CMC纳米

粒子以PBS缓冲液溶解, 将其置于原子力显微

www.wjgnet.com

■创新盘点
用于组织工程的
材料需具有良好
的生物相容性和
生物可降解性, 壳
聚糖便成为良好
的 选 择 .  但 壳 聚
糖是非水溶性物
质, 这限制了其在
细胞培养中的应
用. 故我们对其进
行了改性得到了
O-CMC, 并将其
与PLA聚合制备
了PLA-O-CMC
纳米粒子. PLA和
O-CMC是两种性
质不同的高分子
材 料 ,  均 具 有 良
好生物相容性、

生 物 降 解 性 ,  且
对机体无毒无害;   
O-CMC为水溶性
高分子, 可解决微
载体制备和培养
过程中的沉淀问
题; PLA带负电荷, 
O-CMC带正电荷, 
将二者制备成纳
米微球, 可调节微
球结构中正负电
荷的比例, 从而降
低由过强正电荷
产生的载体本身
的细胞毒性.

Administrator
线条
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镜下观察其表面形态, X线光电子光谱法(X-ray 
photoelectron spectrometry, XPS)光谱分析PLA-
O-CMC聚合物中C, O, N, S成分. 
1.2.3 培养肝细胞形态观察和功能检测 分别取

第0.5, 1, 3, 5, 7天的肝细胞培养上清液测定白蛋

白(ALB)、谷丙转氨酶(ALT)、尿素氮(BUN), 倒
置显微镜观察肝细胞形态, 扫描电镜观察培养

在PLA-O-CMC纳米粒子上的肝细胞形态.
统计学处理 数据以mean±SD表示. 用State 

7.0软件行方差分析和配对Student t检验. P <0.05
为差异有显著性.

2  结果

2.1 PLA-O-CMC纳米材料的表征 冻干后得到

的P L A-O-C M C纳米粒子以P B S缓冲液溶解, 
将其置于原子力显微镜下观察 ,  显示其直径

300-500 nm(图1). 经过XPS光谱分析PLA-O-
CMC聚合物中C, O, N的比例分别为72.51%, 
23.69%, 3.80%, 符合PLA和O-CMC两者聚合后

的平均数, 表明新得到的聚合物为PLA-O-CMC.
PLA-O-CMC微球聚合物中C, N, O, S 4种元

素的结合能, 见图2. 图中显示, 氮元素的含量约

为3.80%. 由于氮元素只存在于O-CMC中, 因此

该图谱表明O-CMC位于PLA-O-CMC微球的表

面. 这将对微球利用O-CMC带正电的胺基通过

静电作用吸附带负电的寡核苷酸非常有利. 这
更加有利于细胞在其表面的黏附, 更加有利于

细胞的聚集和成团, 为细胞的生长提供了良好

的生物支架.
2.2 肝细胞形态变化 分离的肝细胞呈单个球

形状态悬浮于培养基中, 用苔盼蓝拒染法检测

细胞活率为95%-98%. 普通培养的肝细胞, 接
种后很快沉于培养板底并贴壁生长, 其形态立

即由刚分离的圆球形向单层扁平多边形伸展, 
48-72 h后细胞进一步变薄, 逐渐失去多边形特

征, 肝细胞连接成片生长. 将分离的肝细胞与

PLA-O-CMC纳米粒子混合培养, 间歇振荡12 h 
后, 细胞黏附在纳米材料上. 培养48 h后, 形成
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图  2  PLA-O-CMC聚合物表面各元素的结合能.

图  1  PLA-O-CMC

纳 米 粒 子 原 子 力 显

微镜照片.

1000 nm
■应用要点
在肝细胞培养中
改性壳聚糖材料
已被广泛应用, 但
纳米级改性壳聚
糖复合材料的使
用还鲜见报道. 我
们的探索为肝细
胞培养中新型生
物材料的应用开
拓了思路.
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细胞黏附聚集的球形体, 提高了细胞密度. 培养

24 h, 大部分肝细胞仍保持圆球状, 部分肝细胞

向多边形转变, 多数肝细胞相互黏连, 成束状生

长. 约培养48 h后, 大部分肝细胞重建细胞极性, 
呈现较典型、均匀的多边形形态特征. 以扫描

电镜对PLA-O-CMC纳米材料肝细胞的混合培

养物进行了观察, 显示肝细胞成团聚集于PLA-
O-CMC纳米材料表面, 生长良好(图3).
2.3 肝细胞功能变化

2.3.1 两组肝细胞培养上清中白蛋白(ALB)含量

比较(表1) 经统计学处理, 培养后24 h、第3天和

第5天, 纳米细胞培养组ALB含量高于普通培养

组(P <0.05). 培养24 h后, 普通培养组ALB低于

培养后12 h值(P <0.05); 纳米培养组ALB高于培

养后12 h值, 培养7 d后下降.
2 .3 .2  两组肝细胞培养上清中丙氨酸转氨酶

(ALT)含量比较(表2) 经统计学处理, 培养后第

3-7天, 纳米材料培养组ALT含量低于普通培养

组(P <0.05). 两组培养第3天后, ALT含量逐渐降

低(P <0.05). 
2.3.3 两组肝细胞培养上清液中尿素氮(BUN)含
量比较(表3) 经统计学处理, 培养后第3-7天BUN
含量有所增高, 但各组之间及各时段之间相比

差异无显著性(P >0.05). 

3  讨论

移植肝细胞功能的维持和提高是肝细胞移植临

床应用面临的一大问题. 微载体培养是近年来

广泛应用的大规模细胞培养的一种方法, 有利

于细胞的高密度培养, 并维持较高的细胞代谢

活性. 张立国 et al [11-13]运用壳聚糖制作微米级的

微载体来进行大鼠肝细胞的培养, 表明壳聚糖

制成的微载体可以提供肝细胞黏附的生物相容

性界面, 促进肝细胞之间的相互作用, 维持肝细

胞的形态和功能, 能够较好的维持肝细胞的分

化和极性 ,  并且具有良好的组织相容性 .  L i 
et al [14]制备了CS/胶原复合载体, 并将该载体与

肝细胞混合培养. 结果表明, CS/胶原复合物是

     

表  1  两组肝细胞培养上清液中ALB含量比较 (mean±SD)

ALB (g/L)	                                              12 h	                         24 h	                     3 d	                 5 d	            7 d

普通培养组 (n = 6)	                   3.37±0.121         3.10±0.179         3.17±0.186	        3.10±0.219	    3.13±0.103

纳米材料培养组 (n = 6)	   3.33±0.082         3.53±0.052         3.48±0.075         3.57±0.137         3.23±0.137

P值	                                           >0.05	       <0.05	                  <0.05	               <0.05	            >0.05

     

表  2  两组肝细胞培养上清液中ALT含量比较 (mean±SD)

ALT (nkat/L)	                             12 h	                      24 h	                  3 d	               5 d	             7 d

普通培养组 (n = 6)	                   34.17±9.42       31.33±8.47        24.17±20.35        16.17±27.49         15.50±11.95

纳米材料培养组 (n = 6)	   33.00±13.04     30.84±19.45      15.33±13.05	       8.84±8.87	      7.00±5.22

P值	                                             >0.05	       >0.05	                  <0.05	               <0.05	            <0.05

     

表  3  两组肝细胞培养上清液中BUN含量比较 (mean±SD)

BUN (mmol/L)                                        12 h	                         24 h	                     3 d	                 5 d	            7 d

普通培养组 (n = 6)	                   0.65±0.036          0.68±0.038         0.75±0.038         0.80±0.015        0.80±0.026

纳米材料培养组 (n = 6)	   0.63±0.029          0.64±0.030         0.82±0.027	       0.90±0.037	    0.86±0.020

P值	                                           >0.05	       >0.05	                  >0.05	               >0.05	            >0.05

■同行评价
本文文笔清晰流
畅 ,  有 一 定 创 新
性, 有科研的实用
性.

图  3  PLA-O-CMC纳米粒子肝细胞混合培养SEM.

30 mm
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内置型生物人工肝的良好载体. Yagi et al [15]以低

压冻干法将果糖连接到多孔CS支架的表面, 将
改性后的CS支架(50-200 μm)与肝细胞混合培

养. 结果肝细胞的数量显著增多, 肝细胞表现为

球型, 表面有大量的微绒毛存在, 表明了肝细胞

的生长状况良好, 培养肝细胞白蛋白及尿素的

合成功能良好. 此外, Park et al [16]制备了半乳糖

基壳聚糖, Chung et al [17]制备了海藻酸盐/半乳糖

壳聚糖支架用于肝细胞的培养都取得了良好的

效果. 纳米材料是近年来兴起的一个崭新的领

域. 纳米材料具有大量的界面或自由表面, 各纳

米单元之间存在着或强或弱的相互作用. 由于

这些结构上的特殊性, 使纳米材料具有一些独

特的效应, 如表面与界面效应, 小尺寸效应和量

子尺寸效应等[18-19]. Xie et al [4]的研究表明, 纳米

尺寸粗糙表面能够适度地调控细胞的黏附、增

殖、分化和凋亡.    
我们在金胶纳米粒子上培养猪肝细胞的研

究中发现, 细胞在纳米材料上能迅速增殖, 表现

出良好的功能[20]. 用于肝细胞移植的纳米材料

应具有良好的生物相容性和可降解性. 壳聚糖

具有良好的生物相容性和生物可降解性, 还有

广谱抗菌、抗感染和很强的凝血作用, 以及促

进伤口愈合、调节血脂和降低胆固醇、增强免

疫和抗肿瘤等多种生理活性作用[21-24]. 但壳聚

糖是非水溶性物质, 故我们对其进行了改性得

到了O-CMC, 并与PLA聚合制备了PLA-O-CMC
纳米粒子, 将其置于原子力显微镜下观察, 显示

其直径大约在300-500 nm, 以XPS分析光谱对

其化学性质进行了表征, 进一步证实了所得到

的聚合物为PLA-O-CMC. 分别以光学显微镜及

电子显微镜观察了PLA-O-CMC纳米粒子对培

养猪肝细胞的作用. 结果表明, 与普通肝细胞培

养相比较, 纳米培养组的肝细胞形成球形聚集

体的时间明显缩短, 球形聚集体的比例明显增

加, 细胞形态好, 培养后1, 3和5 d, ALB含量增

高. PLA和O-CMC是两种性质不同的高分子材

料, 将二者结合作为新的细胞培养载体有如下

优点: (1)PLA和O-CMC都是具有良好生物相容

性和生物降解性的高分子材料, 对机体无毒无

害; (2)O-CMC为水溶性高分子, 可解决微载体制

备和培养过程中的沉淀问题; (3)PLA带负电荷, 
O-CMC带正电荷, 将二者制备成纳米微球, 可调

节微球结构中正负电荷的比例, 从而降低由过

强正电荷产生的载体本身的细胞毒性; (4)PLA

和O-CMC都是可生物降解的高分子材料, 可通

过纳米生物技术为细胞的生长提供良好的界

面[25-26]. 
研究结果显示, 培养后3和5 d, 纳米培养组

ALT含量低于普通培养组(P <0.05). 两组培养3 d
后, ALT含量逐渐降低(P <0.05). 表明新制备的

肝细胞悬液由于受到胶原酶和其他因素的影响, 
肝细胞膜受到不同程度的破坏, 而经培养后肝

细胞膜重新修复完整; 纳米材料更有助于肝细

胞膜的修复. 
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